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研究成果の概要（和文）：マイクロ加工技術を基盤に、液滴接触による平面脂質膜を再現性よく安定に形成する方法を
確立した。この方法を用い、バイオセンシングのための持ち運び可能なポータブル脂質膜計測システムを開発した。5~
30 nmのサイズのナノポアを平面脂質膜に再構成することに成功した。その巨大ナノポアを用い、従来のナノポアでは
計測不可能であったサイズのタンパク質の一分子計測に成功した。またタンパク質/アプタマー複合体に関してもチャ
ネル電流計測を行った。

研究成果の概要（英文）：We have developed stable lipid bilayer using droplet contact method. This method 
allows us to measure current signals of larger-sized nanopore proteins with the portable system. Using 
this system, we are able to measure a serine protease and a toxin protein with DNA aptamer using the 
large nanopore at the single molecule level.

研究分野： 化学

キーワード： 電気化学　一分子計測　チャネル膜タンパク質　脂質二分子膜　マイクロ加工
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1．研究開始当初の背景 

細胞膜表面には、細胞内外の物質のやりと

りを制御するチャネルを持った膜タンパク

質が多数存在する。膜タンパク質のチャネル

は一般的に数Åから数 nm のサイズであり、

イオンだけではなく薬として作用する分子

などの膜透過に深い関わりを持つ。これまで

生物物理学や生化学といった分野において、

チャネル膜タンパク質の物理化学的な性質

やその構造を明らかにするためにパッチク

ランプ法が用いられてきた。この方法により、

チャネルの上下に電圧を印可し、チャネルを

流れる電流を観測することで、チャネルを流

れるイオンや分子を定量的に測定できる。最

近パッチクランプ法を応用し、人工脂質二分

子膜に再構成した膜タンパク質のナノチャ

ネル内を通過する一分子を感度よく検出す

る方法が提唱されており、これはナノスケー

ルのコールターカウンター法とみなすこと

ができる。 

コールターカウンター法は細孔電気抵抗

法とも呼ばれ、溶液中の細胞やタンパク質な

どの微粒子を非破壊計測する方法である。電

解質中の微粒子が濃度勾配や圧力勾配によ

り細孔を通過するとき、微粒子の体積に応じ

て電流をブロックする。このときのブロッキ

ング電流と、ブロックする時間を測定するこ

とにより、微粒子の体積や移動速度を得るこ

とができる。コールター法は、他の粒度測定

方法とは異なり、粒子を一個ずつ高速で測定

し、かつ粒子の形状や、屈折率、色、密度な

どの影響を受けないことから、極めて精密な

粒度分布測定が可能である。ではこの細孔を

もっと小さくしたらどうなるのか。H. Bayley 

らは 1.5 nm の直径を持つチャネル膜タンパ

ク質 (-hemolysin, HL) を人工脂質二分子

膜中に再構成し、チャネルレコーディングを

行うことに初めて成功した (Nature 1999) 。

この方法は非常に優れた高感度一分子認識

法であり、さらに Bayley らはHL を用いて

光学異性体の一分子認識にも成功するなど

(JACS 2006)、本手法の応用･展開が盛んにな

りつつある。また最近では一本鎖DNAをHL

に通過させた時、A, T, G, C の塩基の構造差異

によってチャネル電流が変化する可能性が

あることから、生体ナノポアを用いた第四世

代の DNA シーケンスとして注目を集めてい

る。 

 これまで申請者もこの生体ナノポアを用

いて DNA をはじめとする一分子の観測を行

ってきた。例えば、ナノポアシーケンスに応

用するため、DNA 一分子のチャネル通過挙動

を拡散係数や拡散の活性化エネルギーの算

出から明らかにした(JACS 2010)。この生体ナ

ノポア計測は、従来の一分子計測と比較して

非破壊でかつ高い S/N 比のシグナルから分子

の挙動を定量的に見積もることが可能であ

ることから、新しい分析手法として大きな展

開が期待できる。しかしながら、これまで生

体ナノポアとしてはHL 以外のチャネルは

ほとんど使われておらず、標的とする分子サ

イズとHL のチャネルサイズが合わないこ

とが大きな問題であった。 

 我々はこれまで DNA アプタマーと小分子

を複合化させ、複合化した DNA のシグナル

を観測することで、HL ポアよりも小さな分

子の一分子計測を試みている。コカイン分子

の大きさはHL ポアサイズと較べ小さいの

で、直接ブロック電流の計測はできない。そ

こでコカイン分子が特定の配列を持つ DNA

と三次元複合体を形成することを利用し、そ

の一分子のナノポア計測を行った。コカイン

アプタマー形成前の DNA はHL チャネルを

通過するが、形成後はチャネルサイズより大

きな複合体になり末端の DNA がナノポアを

ブロックした状態になることから、この変化

をチャネルシグナルとした。その結果、ごく

微量のコカイン分子(300 ng/mL)をおよそ一

分で計測することに成功した(JACS 2011)。こ

れにより小分子の計測はアプタマーを用い

ることで可能になったが、HL ポアよりも大

きな分子の計測は未だに難しい。そこで、本

研究では、HL ポアよりも大きなペプチドチ

ャネルを用いて生体ナノポアによる一分子

計測法を確立する。特にこれまでの知見を生

かし、アプタマー抗体薬に応用できるタンパ

ク質/DNA アプタマー複合体について計測を

行う。 

 

2．研究の目的 



本研究の目的は、生体ナノポアを用いたタ

ンパク質/DNA アプタマー複合体の一分子計

測を行うことである。生体ナノポア計測は一

分子を定量的に、非破壊で計測できることか

ら生体分子の高感度検出法として最近注目

されている。しかしながら、これまでほとん

どの研究が直径 1.5 nm のヘモリシンポアを

用いて行われており、それよりも大きなサイ

ズの分子、特にタンパク質などを測定するこ

とは難しかった。本研究では、ヘモリシンよ

りも巨大なサイズのナノポアを形成するチ

ャネル膜タンパク質、パーフォリン（PFN）、

ストレプトリジン（SLO）、を平面脂質二分子

膜中に再構成する。またそれらのチャネルを

用い、これまでヘモリシンポアでは計測ので

きなかったサイズのタンパク質の一分子計

測を試みる。さらに DNA アプタマーを組み

合わすことにより選択的なナノポアセンシ

ング技術へと展開する。 

 

3．研究の方法 

 マイクロ微細加工技術は微細な構造物を

集積化するのに適しており、特に電子デバイ

スと相性がよい。これまで平面脂質二分子膜

を簡便にかつ安定に作製し、そこにイオンチ

ャネルを再構成することで、チャネル電流計

測をスループット高く行うことが可能な人

工細胞膜チップの開発に取り組んできた。 

これを実現するために簡便にかつ再現性

良く平面脂質二分子膜を形成可能な方法「液

滴接触法」を提案している。この方法では、

リン脂質を溶解させた有機溶媒に水滴を落

とすと水滴の表面に脂質単分子層が自発的

に形成する性質を利用している。この水滴を

二つ用意し接触させると、脂質の単分子層も

接触し、脂質二分子層になる。実際に形状を

最適化した「8」の字型のウェルに脂質溶液、

水滴、水滴の順に滴下する方法により、単純

なピペット操作のみで脂質二分子膜を得る

ことができる（図 1）。 

 このシステムを用い、ナノポアのチャネル

電流計測を行う。特に本研究ではその場計測

を目指し、ポータブルシステムでのチャネル

電流計測を試みた。 

 

4. 研究の成果 

 液滴接触法は、脂質溶液に水溶液を滴下す

るだけで簡便、再現良く脂質二分子膜を作製

できる。その技術を基盤に、液滴同士を機械

的に接触分離することで、二分子膜を高速に

形成する方法を開発した。液滴同士の接触・

分離をメカニカルな機構により行えるよう

マイクロデバイスを設計、作製し、回転運動

により脂質二分子膜の高速作成を実現した。

また液滴接触法デバイスをアイレ化するこ

とで、ハイスループットでのイオンチャネル

計測に成功した。 

ポータブルシステムによるチャネル膜タ

ンパク計測のため、液滴接触法で膜形成を行

うチップを小型化し、ハンドヘルドのパッチ

クランプアンプに実装した（図 2）。これを

USB によりノート PC と接続することで、持

ち運び可能なシステムとした。本システムを

屋外に持ち出しヘモリシンを用いたナノポ

ア計測を行ったところ、屋外においても十分

に計測が可能であることが明らかとなった。 

PFN、SLO どちらのチャネル膜タンパク質

に関しても、脂質膜に再構成するためには特

定の条件を探索する必要がある。そのために

脂質組成、脂質以外の膜添加物、バッファ溶

液組成に関してそれぞれ検討を行ったとこ

ろ、どちらのポアに関しても接触法で作製し

た平面膜においてポアを形成させることに

成功した。 

図 1 液滴接触法とそのデバイス。a)デバイス写真

（top view）。b)液滴接触による脂質二分子膜形成。c)

液滴接触面の面積を小さくする。d)測定系の模式図。

図 2 ポータブルチャネル電流計測システム。a)富士

山山頂での計測風景。b)富士山山頂でのヘモリシン

チャネル電流計測結果。 



得られたチャネルコンダクタンスと、既報

の理論式（ヒルの式、ギルバートの式）を用

い、ポア直径を見積もった。その結果、PFN

に関しては 3~8 nm、SLO に関しては、10~30 

nm の直径を持つナノポアを形成しているこ

とが明らかとなった。更に結晶構造から得ら

れたモノマー分子のサイズから、多量体化モ

デルを作製し、得られたポアサイズと分子サ

イズからいくつのモノマーが会合してポア

を作っているのかに関し推定を行った。その

結果、PFN に関してはおよそ 6~20 量体程度

の会合数でポア形成を行っており、SLO に関

しては、およそ 10~40 量体を形成しているこ

とを実際にポアを流れるイオン電流から明

らかにすることができた。 

次にヘモリシンポアでは計測不可能なサ

イズの水溶性タンパク質に関し、PFN ナノポ

アを用い一分子計測を行った。標的としたタ

ンパク質はアポトーシス誘因セリンプロテ

アーゼ（グランザイム B）で、直径約 5 nm で

ある。このグランザイム B に関し、PFN を平

面脂質膜に再構成し、チャネル電流計測を行

ったところ、グランザイム B のチャネル通過

に起因する阻害電流が観測できた（図 3）。 

この結果を基盤に、腸管毒の原因タンパク

質エンテロトキシンとその DNA アプタマー

に関し巨大ナノポアでの一分子計測を試み

ている。現在エンテロトキシン/DNA アプタ

マー複合体を作製し SLO を用いその阻害電

流計測を行っており、ヘモリシンよりも大き

なサイズのナノポアによる選択的一分子計

測に展開している。 
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